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Nederlandse samenvattingConventionele geïnactiveerde griepvaccins worden toegediend door middel van intramusculaire (i.m.) injectie. De vaccins voorkomen vermenigvuldiging van het griepvirus in de longen en beschermen zo tegen ernstige ziektesymptomen. De huidige geïnactiveerde vaccins zijn echter niet goed in staat infectie van de neus en de keel tegen te gaan, omdat ze geen immuunrespons opwekken in de bovenste luchtwegen, de plek waar het virus binnendringt. Ook zijn de huidige vaccins erg instabiel en moeten daarom vanaf het moment van productie tot aan de toediening gekoeld bewaard worden om hun effectiviteit te behouden. In eerdere studies is aangetoond dat de genoemde tekortkomingen van de huidige griepvaccins aangepakt kunnen worden door de vaccins te formuleren als droog poeder, dat via inhalatie rechtstreeks aan de longen (pulmonaal) 
wordt toegediend. Het poeder werd geproduceerd door ‘sproei-vriesdrogen’ 
van een influenza subunit vaccin of een heel geïnactiveerd virus vaccin (“whole 
inactvated virus”, WIV) in aanwezigheid van inuline als stabilisator. De in dit proefschrift beschreven studies hadden als doel de technologie van de droog-poeder vaccins verder te verbeteren door het optimaliseren van de stabiliteit van de poeders en door versterking van de immunogeniciteit van het vaccin door middel van toevoeging van adjuvantia.In Hoofdstuk 2 werd het effect van verschillende suikers op de stabiliteit van het vaccin na sproei-vriesdrogen onderzocht. Hiervoor werden de vaccins geproduceerd met inuline, dextraan of een mengsel van dextraan en trehalose als stabilisator. Alle drie behandelingen werden geschikt bevonden om poederdeeltjes te produceren die aan de longen kunnen worden toegediend. De deeltjes waren bij een temperatuur van 30°C minimaal 3 maanden stabiel. De immunogeniciteit van de suiker-gestabiliseerde vaccins bleef volledig intact, terwijl vaccin dat in vloeibare vorm bij 30°C werd bewaard snel in immunogeniciteit achteruit ging. Wel had het bewaren van de droge poeders bij deze hoge temperatuur ( ) een klein effect op de poederstructuur en was het opgeslagen droog-poeder vaccin wat lastiger toe te dienen. De toediening kon echter verbeterd worden door gebruik te maken van een inhalator die het poeder beter kan dispergeren. Deze resultaten tonen aan dat verschillende suikers geschikt zijn voor de productie van droog-poeder vaccins en dat deze vaccins zodanig stabiel zijn dat ze enkele weken bij 30-40°C temperaturen bewaard kunnen worden zonder verlies van immunogeniciteit. In eerdere studies was aangetoond dat toediening van droog-poeder WIV vaccin aan de longen van muizen een mucosale immuunrespons (IgA 
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antistoffen)  in de longen induceert. De  IgA respons in de neus was echter vrij zwak. Ook was het fenotype van de geïnduceerde T cel respons met name van het Thelper-2 (Th2) type en niet van het gewenste Th1 type. In Hoofdstuk 3 werd getracht deze tekortkomingen te verhelpen door gebruik te maken van 
een adjuvans. Hiervoor werd  ‘monophosphoryl lipid A’ (MPLA), een ligand voor Toll-like receptor (TLR) 4, toegevoegd aan WIV en werd het mengsel vervolgens gesproeivriesdroogd met inuline als stabilisator. Toevoeging van MPLA had geen effect op de eigenschappen van de vaccin poederdeeltjes. De immuun-activerende eigenschappen van MPLA werden door het vriesdroogproces niet negatief beïnvloed. Pulmonale immunisatie van muizen met het MPLA-geadjuvanteerde WIV vaccin resulteerde in hogere titers van mucosale en 
systemische antistoffen, een beter Th1/Th2 profiel en hogere aantallen van IgA- en IgG-producerende memory B cellen dan immunisatie met niet geadjuvanteerd vaccin. Muizen die met MPLA-geadjuvanteerde vaccins werden geïmmuniseerd  vertoonden na infectie lagere  virustiters in de longen dan muizen die het niet geadjuvanteerde vaccin kregen en waren even goed, of beter, beschermd dan muizen die een conventionele i.m. vaccinatie met een subunit vaccin hadden ondergaan. Deze studie laat zien dat het proces van sproei-vriesdrogen ook op geadjuvanteerde vaccins kan worden toegepast en dat toevoeging  van een adjuvans aan het vaccin de (lokale) immuunrespons na vaccinatie kan verbeteren.Voor verdere optimalisatie van het vaccin werden in Hoofdstuk 4 verschillende adjuvantia direct met elkaar vergeleken. Hierbij werden de eigenschappen van de vaccins in vitro en hun immunogene eigenschappen in detail onderzocht. Drie liganden voor TLRs (palmitoyl-3-cysteine-serine-lysine-4 (Pam3CSK4), MPLA, en CpG oligodeoxynucleotiden) en een saponine-afgeleid adjuvans (GPI-0100) werden voor deze studie gebruikt. Elk adjuvans werd samen met WIV gesproeivriesdroogd met inuline als stabilisator. Alle geteste adjuvantia bleken goed bestand tegen het sproeivriesdroogproces en hun immuun-activerende eigenschappen bleven volledig behouden. De drie TLR liganden hadden geen of beperkte effecten op de immunogeniciteit van droog-poeder WIV vaccin: Pam3CSK4 verbeterde de immuunresponsen niet, MPLA en CpG  resulteerden in verhoogde serum antistoftiters, maar hadden geen of alleen beperkte effecten op de mucosale antistoftiters. GPI-0100 daarentegen zorgde voor een zeer sterke verhoging van serum IgG titer en de IgG en IgA titers in de long. Muizen geimmuniseerd met het GPI-0100-geadjuvanteerde vaccin bleken gedeeltelijk beschermd te zijn tegen infectie met een virusstam die niet in het vaccin aanwezig was (heterologe bescherming). Dit hoofdstuk toont aan 
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dat saponine-achtige stoffen bijzonder effectief zijn als adjuvans in pulmonale vaccins. GPI-0100-geadjuvanteerd vaccin, toegediend via de pulmonale route, blijkt in staat te zijn sterke systemische en mucosale immuunresponsen op te wekken en het vaccin biedt zelfs enige heterologe bescherming tegen virus subtypes die niet in het vaccin aanwezig.  De resultaten van Hoofdstukken 4 laten zien dat GPI-0100 een zeer geschikt adjuvans is voor pulmonale toediening. In Hoofdstuk 5 werden de eigenschappen van GPI-0100 als mucosaal adjuvans verder onderzocht. Muizen werden intranasaal of pulmonaal geïmmuniseerd met een lage dosis 
subunit vaccin (1 μg) met of zonder het adjuvans GPI-0100. Toevoeging van 
GPI-0100 aan het vaccin resulteerde in significant hogere systemische en 
mucosale antistoftiters. Dit was onafhankelijk van de route van immunisatie. De antistoftiters na pulmonale immunisatie waren echter veel hoger dan na intranasale immunisatie wat aantoont dat de pulmonale route voor vaccintoediening bijzonder effectief is.  Muizen die intranasaal of pulmonaal geïmmuniseerd waren met niet geadjuvanteerd subunit vaccin waren niet beschermd  tegen infectie. Muizen geïmmuniseerd met het geadjuvanteerde vaccin waren echter volledig beschermd.  Deze resultaten benadrukken dat de saponine-afgeleide stof GPI-0100 zeer geschikt is als mucosaal adjuvans. Pulmonale vaccintoediening bleek veel effectiever te zijn in het opwekken van locale en systemische immuniteit dan intranasale toediening. Pulmonale vaccinatie met een geadjuvanteerd vaccin is daarom een aantrekkelijke methode voor het opwekken van immuniteit tegen respiratoire infecties. In Hoofdstuk 6 hebben we getracht een optimale combinatie van mucosale en systemische immuunresponsen te induceren  door aanpassing van de vaccinatiestrategie. Muizen werden  twee keer intranasaal of twee keer 
pulmonaal geïmmuniseerd (‘prime’en  ‘boost’ immunisatie) of kregen een eerste 
immunisatie (‘prime’)  via intranasale of pulmonale toediening gevolgd door 
een tweede immunisatie (‘boost’) via de i.m. route. Als vaccin werd een lage dosis subunit vaccin gebruikt waaraan het adjuvans GPI-0100 was toegevoegd. De sterkste systemische immuunresponsen werden gevonden na een 
intranasale ‘prime’ gevolgd door een i.m. ‘boost’. Echter, deze strategie leverde geen mucosale immuunresponsen op. Optimale mucosale immuunresponsen werden verkregen door middel van twee pulmonale immunisaties. Onder de onderzochte strategiën bleek de strategie bestaande uit twee pulmonale immunisaties  de beste combinatie vanT cel immuniteit en systemische en mucosale antistoftiters op te leveren. Deze resultaten onderstrepen de potentie 
van de longen als ‘target’ orgaan voor vaccinaties.    
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In Hoofdstuk 7 worden de resultaten van dit proefschrift samengevat en bediscusseerd in het perspectief van de bestaande literatuur. De verschillende hoofdstukken tonen aan dat immunisatie via de longen een zeer geschikte route 
is om lokale en systemische immuunresponsen op te wekken. ‘Fine tuning’ van de responsen kan worden bewerkstelligd door gebruik van geschikte adjuvantia. Belangrijke voordelen van pulmonale vaccinatie zijn de eenvoudige toediening en de inductie van (mucosale)  immuunresponsen op de plaats waar het virus het lichaam binnendringt. Bovendien kan pulmonale vaccinatie met droog-poeder vaccins worden uitgevoerd. Droog-poeder vaccins zijn zeer stabiel. Vanwege deze stabiliteit en de eenvoudige toediening zijn droog-poeder vaccins bijzonder aantrekkelijk voor gebruik in landen met een minder goed   ontwikkelde infrastructuur en voor gebruik in crisissituaties wanneer massavaccinatiecampagnes noodzakelijk zijn.


